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목 : Mycophenolic acid (MPA)는 췌장이식을 포함한 다양
한 종류의 장기이식에 사용되는 면역억제제로 inosine 
monophosphate dehydrogenase (IMPDH)의 선택 이고 비경
쟁 인 억제제이나 췌도세포주에서는 세포 사멸을 유도
한다고 알려져 있다. 본 연구에서는 인슐린을 분비하는 췌
도 세포주인 HIT-T15 세포를 사용하여, MPA가 세포 사멸
을 일으키는 기 을 규명하고자 하 다. 방법: 세포주는 
American Type Culture Collection에서 구입하 으며 10% 
fetal bovine serum이 포함된 RPMI-1640을 사용하여 배양
하 다. 세포 활성은 methylthiazoletetrazolium (MTT) assay, 
세포 사멸은 annexin V와 PI 염색법, mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) 활성화와 caspase-3 분 은 Western 
blot 분석으로 측정하 다. 결과: MPA 1μM과 10μM을 처
리하 을 때 MTT, caspase-3 분  그리고 annexin V 염색
이 24시간에 농도 의존 으로 증가하 으며, 이는 외부에
서 함께 투여한 guanosine 500μM에 의하여 부분 으로 회
복되었으나 adenosine 500μM 투여에서는 변화가 없었다. 
한 MPA는 extracellular- regulated protein kinase (ERK), p38 
MAPK 그리고 c-jun N-terminal protein kinase (JNK)의 활성
화를 8시간과 24시간에서 증가시켰고 guanosine 투여는 이
를 부분 으로 회복시켰다. ERK의 억제제인 PD98059, 
p38 MAPK 억제제인 SB203580 그리고 JNK 억제제인 
SP600125는 MPA와 함께 처리하 을 때 각 시간에 증가된 
MAPK 활성을 감소시켰지만 MTT와 caspase-3 분 을 살
펴본 결과 PD98059는 향이 없었으며 SB203580은 세포 
사멸을 증가시켰고, SP600125만이 MPA가 일으킨 세포 사
멸을 일부 환원시켰다. Pan-caspase 억제제인 Z-VAD-FMK 
한 세포 사멸을 환원시켰다. 결론: MPA는 MAPK 활성
을 IMPDH 의존 으로 증가시키지만, ERKl와 p38 MAPK
와는 상 없이, JNK 활성화를 통한 caspase- 3 증가의 경로
로 췌도 세포 사멸을 유도함을 알 수 있었다. ( 한이식학
회지 2007;21:49-57)
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연세 학교 BK21 세포기반 나노이식재 연구  
김 1,3․박제 1․윤소 1,3․김명수1,2․장혜경2․안형 1․송재숙1․박윤종1․서  활3․김유선1,2,3
서      론
  제 1 형 당뇨병에서 당 조 을 한 선택은 외부에서 
인슐린을 투여하는 방법이 보편 으로 사용되고 있으나 인
슐린에 한 항성 발생과 각종 합병증의 발생으로 인하
여 궁극 으로는 인슐린을 생산, 공 할 수 있는 생체시스
템의 이식이 필요하다. 체 췌장을 이식하는 방법과 췌도
이식이 안으로 제시되고 있지만 장기수 의 불균형으로 
인하여 체 췌장 이식을 하는 기회는 제한 이다. 췌도이
식은 직 으로 체 췌장을 이식하는 것보다 시술이 간
편하고 반복 으로 시행할 수 있으며 이식편의 생존율을 
높이기 하여 다양한 조작이 가능하다. 사람에서 동종 췌
도이식은 1980년에 최 로 시행되어,(1) 약 11% 정도만이 
1년간 인슐린 치료가 필요하지 않고 당조 이 가능하
으나,(1,2) 2000년에 Edmonton 그룹이 당조 이 불량한 7
명의 제 1 형 당뇨병 환자를 상으로 췌도이식 후 1년간 
인슐린 치료를 필요로 하지 않는 결과를 보고하여 당뇨병
의 새로운 치료법으로써 췌도이식에 한 심이 집 되었
다.(3) 그러나 후속 연구결과 충분한 수의 췌도(9,000 IE/kg)
를 이식함에도 불구하고 당뇨병이 재발하는 환자 수가 증
가되며,(4) 동물모델에서도 이식 후 이식췌도의 기능이 
차 떨어지고,(5) 이식췌도가 고 당과 산소상태 등의 환
경에 노출됨으로써 정상 인 췌도와는 다르다는 것이 밝
짐에 따라 췌도 기능에 향을 미치지 않는 분리배양  
투여환경의 개발  독성이 없는 면역억제제의 개발이 시
히 요청되고 있다.(6) 
  Mycophenolic acid (MPA)는 세포 내 de novo guanosine 합
성에 요한 효소인 2형 inosine monophosphate dehydro-
genase (IMPDH)에 한 선택 이고 비경쟁 인 억제제로 
GTP의 생산을 방해함으로써 궁극 으로 세포의 사 방해, 
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증식 억제  세포 사멸을 유도한다. 특히 림 구는 gua-
nosine 생산에서 IMPDH 의존비율이 높기 때문에 MPA가 
강력한 면역억제 효과를 나타낼 수 있다.(7-9) 한 이러한 
면역억제 작용 이외의 효과는 기존의 주 면역억제제인 
cyclosporine이나 tacrolimus가 가지고 있는 신독성이나 
합병증을 극복할 수 있는 새로운 안으로 제시되고 있으
며,(10) 췌장이식에서도 MPA는 재 임상에서 사용 이
다.(11) 췌도세포에서도 MPA는 IMPDH 의존 이고 caspase 
의존 인 경로로 세포 사멸을 유발하지만,(9) 새로운 면역
억제제의 개발  면역억제 로토콜 개발을 하여 구체
인 기 의 이해는 필수 이다. 
  세포 사멸(apoptosis)은 세포 괴사(necrosis)와 함께 세포 
사망(cell death)의 한 방식이지만 일시 인 세포손상으로 
발생하는 세포 괴사와 구별된다. 세포 사멸이 일어나는 세
포는 탈수에 의하여 세포 수축(cell shrinkage), 세포 내 칼슘 
이온 농도의 증가  DNA 분 (DNA fragmentation), 염색질 
응축(chromatin condensation)  phosphatidylserine이 세포막 
외부로 환되는 등 다양한 생리  상이 동반되며 최종
으로 apoptotic body를 형성하며 사멸하게 된다. 이러한 
세포 사멸은 mitochondria에서 배출된 cytochrome c에 의해 
caspase-9, -3을 활성화시키는 intrinsic pathway와, TNF-α 
(tumor nerosis factor-α)와 Fas ligand 등의 death receptor에 
의하여 caspase-8과 -10이 활성화되는 extrinsic pathway의 두 
가지 경로로 나뉜다. 이외에도 caspase와는 무 한 다양한 
단백의 활성화가 세포사멸 신호 달에 여하는 것으로 알
려져 있다.(12,13) 
  Mitogen-activated protein kinases (MAPK)에는 extracellular- 
regulated protein kinase (ERK), p38 MAPK 그리고 c-jun 
N-terminal protein kinase (JNK) 등의 세 가지 serine-threonine 
kinases가 있다. 외부자극에 의하여 활성화된 MAPK는 세포
의 생존, 사멸, 이동 등 다양한 세포의 생리 상에 여한
다.(14-17) ERK는 세포의 분열과 생존, matrix-integrin inter-
action 등 주로 세포의 생존과 련된 기 에 여하며,(14,17) 
p38 MAPK와 JNK는 stress-activated protein kinase (SAPK)라
고도 하며 사이토카인, 고온, 삼투압 충격(osmotic shock), 내
독소(endotoxin), 자외선 등에 의해 활성화된다.(15-17) 따라
서 이들은 주로 여러 세포 형태에서 세포 사멸 유도와 련 
되어있으나 세포나 조직의 종류  자극에 따라 다양한 양
상을 나타낸다.(14,18) 특히 JNK의 경우는 apoptosis의 in-
trinsic pathway에 일부 여한다.(15) 
  본 연구는 췌도세포주인 HIT-T15를 이용하여 MPA가 췌
도 세포주에 일으키는 세포 사멸에 있어 3가지 종류의 
MAPK 활성이 어떠한 역할을 하는지에 하여 살펴보고자 
한다. 
방      법
    1) 시약  기구 
  실험에 사용한 시약  기구는 따로 명시하지 않는 한 
Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA), Calbiochem 
(San Diago, CA, USA)와 Nalge Nunc International (Naper 
Ville, IL, USA)에서 구입하여 사용하 다.
    2) 세포 배양 
  췌도세포주는 American Type Culture Collection (ATCC)에
서 구입한 HIT-T15를 사용하 다. 세포는 10% (v/v) 우태아
청(fetal bovine serum, FBS)과 100 U/mL penicillin, 100μg/mL 
streptomycin이 포함된 RPMI-1640으로 37
oC, 5 % CO2 세포
배양기에서 배양하 다. 세포가 배양용기에 찼을 때 인산
완충액(phosphate buffered saline, PBS)으로 2회 세척 후 
0.25% trypsin/EDTA에서 2분간 반응하여 부유된 세포를 
1,000 rpm에서 3분간 원심분리하여 수거하 다. 계 배양
은 일주일마다 한 번씩 시행하 으며, 배양액은 매 2～3일
마다 교환하 다. 
    3) 약물 처리 
  계 배양 한 세포가 배양용기의 약 80% 가량 찼을 때 
청을 배재한 RPMI-1640으로 교환하여 24시간 동안 배양시
켜 세포성장을 동일화하 다. 새로운 청 배재 배양액에 
각각의 실험 조건에 따른 시약들, 즉 MPA (0, 1, 10, 30μM), 
guanosine (500μM), adenosine (500μM), PD98059 (15μM), 
SP600125 (15μM), SB203580 (15μM), Z-VAD-FMK (50μM)를 
실험 조건에 맞도록 희석하여 세포에 투여하 다. 각 약물
의 유효 농도는 선행 실험으로 정농도를 정하여 수행하
다. 
    4) 세포 활성; methylthiazoletetrazolium (MTT) assay 
  96 well 세포 배양용기에 각 well당 4×10
4개의 세포가 되
도록 분주하여 5회 실험하 다. 실험이 종료되면 각 well에 
MTT 1 mg/mL을 첨가하여 세포 배양기에서 2시간 동안 반
응시켜 formazan을 침착시킨 후 extraction buffer (20% SDS, 
50% N,N-dimethylformamide, pH 4.7)를 첨가하 다. 세포가 
완 히 용해되도록 12시간 이상 37
oC 세포 배양기에서 방
치한 후 microplate reader (SpectraMax 340, Molecular Devices 
Co., CA, USA)를 이용하여 560 nm에서 Optical density를 측
정하 다. 
    5) 세포 사멸 측정; annexin Ⅴ-FITC and propidium 
iodide (PI) staining 
  6 well 세포 배양용기에 각 well당 3×105개의 세포가 되
도록 분주하여 5회 실험하 다. Annexin V-FITC와 PI 염색
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Fig. 1. Effect of MPA on HIT-T15 cell and caspase-3 activation. 
(A) MTT assay *P＜0.05 versus control (n=5), (B) cleaved 
caspase-3 Western blot analysis. 
은 Molecular Probes (Eugene, OR, USA)에서 제공하는 
Vybrant apoptosis assay kit으로 시행하 다. 실험방법은 제
조자의 지침에 따라 수행하 다. 요약하면, 실험이 종료되
면 trypsin/EDTA로 세포를 분리한 후 Ca
2+과 Mg2+가 포함
된 차가운 PBS로 세포를 세척한 후 0.25μg/mL annexin과 
1μg/mL PI로 세포를 재부유시키고 15분간 상온에서 반응
시킨다. 반응이 종료된 후 1,000 rpm에서 3분간 원심분리한 
후 상층액을 버리고 반응시약(100 mM HEPES, 140 mM 
NaCl, 0.5 mM CaCl2, pH 7.4)에 재부유시켜 4
oC 상태를 유지
하여 fluorescence-activated cell sorter (FACS; Becton 
Dickinson Immunocytometry system, Mountain View, CA, 
USA)로 형 (excitation; 488 nm, emission; 530 nm)을 분석하
다. 
    6) Western blot 분석 
  6 well 세포 배양용기에 각 well당 3×10
5개의 세포가 되
도록 분주하여 5회 실험하 다. 실험이 종료되면 각 well을 
차가운 PBS로 2회 세척한 후 용해완충액(lysis buffer; 10 
mM Tris (pH 7.4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
1 mM sodium fluoride, 20 mM Na2P2O7, 2 mM sodium 
orthovanadate, 1% Triton X-100, 10% glycerol, 0.1% sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 0.5% deoxycholate, 0.1 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF), 1μg/mL leupeptin, 1μg/mL 
aprotinin, 1 mM β-glycerophosphate)으로 4oC에서 30분간 반
응시켰다. 수거한 세포는 13,000 rpm, 4
o
C에서 15분간 원심 
분리하여 단백을 취하고 Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)으로 정량하 다. ERK, p38 MAPK  
JNK는 20μg, caspase-3는 40μg을 취하여 sample buffer (12 
mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.5% glycerol, 0.4% SDS, 2.88 mM 
2-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue)와 혼합하여 
95
oC에서 7분 동안 가열하여 변성시켰다. 변성된 단백은 
10% 는 12%의 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE)에서 개 분리한 후 nitrocellulose 흡착지 
(Bio-Rad)에 이시켰다. 흡착지는 5% non-fat dry milk 
(Becton, Dickinson and company, Sparks, MD, USA)가 함유
된 Tris 완충액으로 1시간 동안 반응시킨 뒤 0.1% Tween 20
이 포함된 Tris 완충액으로 10분간 세 번 세척하 다. ERK, 
p38 MAPK, JNK 그리고 caspase-3 분  항체(cell signaling)
는 3% non fat dry milk가 함유된 Tris 완충액에 1：1,000으
로 희석하 고, β-actin은 1：2,000으로 희석하여 상온에서 
2시간 동안 반응시킨 후 15분간 3회 세척하 다. 인산화 형
태의 MAPK는 각각의 체 형태를 인식하는 항체(cell 
signaling)로 보정하 고, caspase-3는 β-actin 항체로 보정하
다. 이차 항체는 horseradish-peroxidase (HRP)가 con-
jugation된 이차 항체(HRP-conjugated anti-rabbit or mouse 
IgG; Santa Cruz)를 3% non fat dry milk의 Tris 완충액에 1：
2,000으로 희석하여 상온에서 1시간 동안 반응시킨 후 15분
씩 3회 세척하 다. 항체 반응이 완료된 흡착지는 enhanced 
chemiluminescence (ECL; Amersham, Buckinghamshire, UK) 
kit를 이용하여 이차 항체를 검출하 다. 
    7) 자료 분석 
  통계 분석은 SPSS, version 12.0 로그램을 이용하여 분
석하 으며 모든 자료는 ‘평균±표 오차'로 기술하 다. 
각 실험군 간의 측정값 평균치를 비교는 먼  분산분석
(ANOVA)을 시행하여 F값이 의의가 있을 때 Fisher's 최소
유의차 검정법으로 사후 다  비교 분석을 하 다. P값이 
0.05 미만일 경우에 통계 으로 유의성이 있는 것으로 단
하 다. 
결      과
    1) MPA가 HIT-T15 세포 활성과 세포 사멸에 미치는 
향
  MPA가 HIT-T15 세포의 활성에 미치는 향을 살펴보기 
하여 MTT 분석을 시행하 다. MPA 1, 10 그리고 30μM
은 투여 후 24시간에 조군의 MTT를 각각 0.72, 0.55 그리
고 0.49로 감소시켜 농도 의존 이고 통계 으로 유의한 세
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Fig. 2. Effect of MPA on HIT-T15 cell apoptosis. (A) Annexin 
V and PI staining *P＜0.05 versus control (n=5), (B) 
The rate of annexin V single stained cells. 
Fig. 3. Effect of exogenous guano-
sine on HIT-T15 cell and 
caspase-3 activation induced 
by MPA stimulation. (A) 
MTT assay *P＜0.05 versus 
control, 
†P＜0.05 versus 
each dose MPA (1 and 10
μM), ‡P＜0.05 versus ade-
nosine single treatment (n= 
5), (B) cleaved caspase-3 
Western blot analysis.
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Fig. 4. Effect of exogenous guanosine on HIT-T15 cell apoptosis 
induced by MPA stimulation. Annexin V staining analysis 
*P＜0.05 versus control, 
†P＜0.05 versus MPA 10μM,  
‡P＜0.05 versus adenosine single treatment (n=5).
Fig. 5. Activation of ERK induced by MPA stimulation. (A) effect of exogenous guanosine on ERK activation induced by MPA stimulation, 
(B) effect of ERK inhibitor (PD98059) on ERK activation induced by MPA stimulation, Western blot analysis.
포활성의 감소를 유발하 다(Fig. 1A, P＜0.05). Caspase-3 
분 은 Western blot 분석으로 찰하 다. Caspase-3 분  
한 MTT의 결과와 유사한 경향을 나타내어 MPA 1, 10 
그리고 30μM 투여 후 24시간에 농도 의존 으로 증가하
다(Fig. 1B). 세포 사멸을 찰하는 annexin V와 PI 염색은 
FACS로 분석하 다. Annexin V 단독염색은 조군에 비해, 
MPA 1μM에서 1.70배, 그리고 MPA 10μM에서 3.57배 증가
시켜 농도 의존 이고 통계 으로 유의하게 세포 사멸이 
증가하 다(P＜0.05). PI 단독 는 annexin V와 PI 이  염
색된 세포 수는 통계 으로 유의한 변화가 없었다(Fig. 2, 
P＞0.05).
    2) 외부 투여 guanosine이 MPA에 의하여 유도된 HIT- 
T15 세포의 활성과 사멸에 미치는 향 
  MPA의 약리학  작용이 IMPDH 억제를 통한 guanosine 
생산 감소에 의하여 유발되기 때문에 외부에서 guanosine과 
adenosine을 투여하여 MPA의 세포 사멸 기 을 찰하
다. MPA는 세포 활성 수 을 각각 1μM과 10μM에서 조
군에 비하여 0.73과 0.49로 감소시켰고, 외부에서 투여한 
guanosine 500μM은 조군에 비하여 유의한 향을 미치
지 않았지만, MPA 1μM에 의하여 감소된 MTT를 각각 
조군의 0.86과 0.81로 부분 으로 회복시켰다(P＜0.05). 반
면에 adenosine 500μM은 조군과 MPA 투여군에 비하여 
유의한 향을 나타내지 않았다(Fig. 3A, P＞0.05). MPA에 
의한 caspase-3 분  증가는 외부투여 guanosine 500μM에 
의하여 부분 회복되었지만 adenosine은 향이 없었다
(Fig. 3B). Annexin V 염색에서도 유사한 경향을 나타내어 
guanosine 500μM은 MPA에 의하여 조군의 2.83배로 증가
된 annexin V 염색을 조군의 1.70배로 감소시켜 부분 인 
회복을 보 다(P＜0.05). 반면에 adenosine은 MPA에 의하여 
증가된 annexin V 염색에 유의한 효과가 없었다(Fig. 4, P＞
0.05). 
    3) MPA가 HIT-T15 세포의 MAPK 활성화에 미치는 
향 
  MAPK 활성화는 Western blot 분석으로 수행하여 살펴보
았다. MPA 10μM 투여 후 ERK 활성화는 8시간과 24시간
에 시간 의존 으로 증가하 으며 외부에서 투여한 guanosine 
500μM은 MPA에 의한 ERK 활성화를 억제하 다(Fig. 5A). 
ERK 억제제인 PD98059 15μM은 MPA 10μM에 의하여 증
가된 ERK 활성화를 억제하 다(Fig. 5B). p38 MAPK의 활
성화는 MPA 10μM 투여 후 조군에 비하여 8시간과 24시
간에 증가하 고 guanosine 500μM은 각 시간 에 증가한 
p38 MAPK 활성화를 감소시켰다(Fig. 6A). p38 MAPK의 억
제제인 SB203580 15μM 한 각 시간에 활성화된 p38 
MAPK를 억제하 다(Fig. 6B). JNK는 8시간과 24시간에 시
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Fig. 6. Activation of p38 MAPK induced by MPA stimulation. (A) effect of exogenous guanosine on p38 MAPK activation induced by 
MPA stimulation, (B) effect of p38 MAPK inhibitor (SB203580) on p38 MAPK activation induced by MPA stimulation, Western 
blot analysis.
Fig. 7. Activation of JNK induced by MPA stimulation. (A) effect of exogenous guanosine on JNK activation induced by MPA stimulation, 
(B) effect of JNK inhibitor (SP600125) on JNK activation induced by MPA stimulation, Western blot analysis.
간 의존 으로 증가하 으며 각 시간 에 guanosine 500μM
에 의하여 활성화가 감소되었고(Fig. 7A), JNK의 억제제인 
SP600125 15μM은 MPA 10μM에 의하여 증가된 JNK의 활
성화를 억제하 다(Fig. 7B). 
    4) MPA에 의하여 유도된 HIT-T15 세포의 사멸에서 
ERK, p38 MAPK, JNK  caspase의 역할 
  MPA에 의하여 유도된 HIT-T15 세포 사멸에서 ERK, p38 
MAPK, JNK  caspase의 역할을 찰하기 하여 각각의 
억제제인 PD98059, SB203580, SP600125 각각 15μM  
Z-VAD-FMK 50μM를 MPA 10μM과 함께 투여하여 24시
간에 MTT 분석과 caspase-3 분 을 찰하 다. PD98059는 
MPA 10μM에 의하여 조군의 0.56으로 감소된 MTT를 
조군의 0.55로 변화시켜 통계  유의성이 없었고(P＞0.05) 
SB203580는 조군의 0.47로 MPA에 의한 감소에 더하여 
부가 인 MTT 감소를 유발하 다. 반면에 SP600125는 
조군의 0.65, Z-VAD-FMK는 조군의 0.78로 MPA에 의한 
세포 활성 감소를 통계 으로 유의하게 회복시켰다(Fig. 
8A, P＜0.05). Caspase-3 분 의 경우 PD98059 MPA에 의하
여 유도된 caspase-3 분 에 향을 미치지 못하 고 SB-
203580은 오히려 caspase-3 분 을 증가시켰으며, SP600125
와 Z-VAD-FMK는 부분 으로 회복시켰다(Fig. 8B). 
고      찰
  MPA는 췌도세포주인 HIT-T15 세포에서 IMPDH 의존
인 경로로 ERK, p38 MAPK  JNK 활성화를 증가시키지
만, ERK와는 무 하게 p38 MAPK는 세포사멸보다는 세포
생존과 련하여, 그리고 JNK 의존 인 caspase-3 활성화를 
통하여 세포사멸을 유발함을 시사하고 있다. 
  MPA 1과 10μM은 HIT-T15 세포의 MTT를 농도 의존
이고 통계 으로 유의하게 감소시켰다(Fig. 1). 임상 으로 
사용 가능한 MPA의 최  농도가 10μM인 것을 감안한다
면,(19) MPA에 의한 세포사멸 유발이 단순한 약제의 독성
으로 인식될 수 없다. 면역억제제로서 MPA는 10μM에서 
림 구의 사멸을 유도하지만,(7) 과 신장세포에서는 기
수 에 별다른 향을 미치지 않고 세포의 증식, 이동  
각종 단백의 합성을 해하는 것으로 알려져 있다.(20-23) 
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Fig. 8. Effect of ERK, p38 
MAPK, JNK and pan- 
caspase inhibitor on 
HIT-T15 cell and ca-
spase-3 activation in-
duced by MPA sti-
mulation. (A) MTT as-
say *P＜0.05 versus 
control, 
†P＜0.05 ver-
sus MPA 10μM (n= 
5), (B) cleaved cas-
pase-3, Western blot 
analysis.
그러므로 본 연구에서 사용된 MPA 1과 10μM은 실험에 사
용 가능한 한 농도로 간주된다. 
  MPA의 기본 인 약리학  작용기 은 세포 내 guanosine 
생산에 요한 효소인 IMPDH의 선택 이고 비경쟁 인 
억제이다.(7,24) Guanosine 500μM을 외부에서 투여하 을 
때 MPA에 의한 MTT 감소는 부분 으로 회복되었지만, 같
은 purine 계열인 adenosine 500μM은 MPA에 의한 MTT 감
소에 향을 미치지 않았다(Fig. 3A). Guanosine 500μM은 
비실험에서 결정된 농도로 guanosine 500μM 이상의 농
도를 사용하여 MPA에 의하여 감소된 MTT의 완 회복을 
가정할 수 있지만, 비 실험에서 조군에서 guanosine 자
체가 세포 독성을 유발하기 때문에 사용하지 않았다. 
  MTT 실험의 특성상 세포 활성의 감소로 인한 세포 사망
을 찰할 수 있지만 세포사망의 방식을 구분할 수 없다. 
MPA에 의하여 유발된 HIT-T15의 세포사망이 세포사멸인
지 여부를 별하기 하여 세포사멸에 요한 caspase-3의 
분 과 생리  변화 찰을 한 annexin V 염색을 병행하
다. MPA 1과 10μM은 MTT 결과와 마찬가지로 caspase-3
의 분 과 annexin V 염색을 농도 의존 이고 통계 으로 
유의하게 증가시켰고(Fig. 1B, 2), 외부 투여된 adenosine은 
별다른 효과가 없었지만 guanosine은 MPA에 의한 caspase-3 
분 과 annexin V 염색을 부분 으로 회복되었다(Fig. 3B, 4).
  의 결과를 통하여 MPA에 의한 세포사망이 IMPDH 의
존 인 caspase-3 활성화를 경유하여 발생하는 세포사멸임
을 확인하 다. Huo 등(9)은 MPA에 의한 HIT-T15 세포의 
사멸이 다양한 caspase 활성화를 동반하지만 caspase-2 활성
화가 요하게 여함을 보고하 고, Hui 등(25)은 사람 췌
도세포에서 MPA가 caspase-3 의존 으로 세포사멸을 유도
함을 보고하 다. 
  외부에서 투여한 guanosine이 MPA에 의하여 유도된 세포
사멸을 부분 으로 회복시키는 것은 MPA가 IMPDH 억제 
이외의 다른 기 이 존재함을 시사하는 것이다. 비록 췌도
에서 정확한 IMPDH의 요성  guanine 는 guanosine 생
산에 한 역할이 밝 진 보고는 없지만, 생쥐의 췌도와 
HIT-T15에서 MPA는 세포상 GTP를 완 히 제거하지 못하
다.(26,27) 이는 췌도세포의 guanosine 생산에서 IMPDH의 
역할이 부분 이고 다른 세포 내 신호 달계가 련될 수 
있음을 시사하는 것이다. 
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  MPA가 세포사멸을 유발하는 다른 기 으로서 조 모세
포세포에서 guanosine nucleotide 억제와 련된 ERK, Akt, 
mTOR 련 세포 내 신호 달계 억제(28)  평활근 세
포와 사구체 간세포에서 활성산소족  MAPK 활성화 
억제가 증식  단백합성 해에 요함이 보고된 바 있
다.(22,23) 
  ERK는 주로 세포의 생존과 련하여 작용하는 MAPK로 
알려져 있으나 세포와 조직의 종류  자극에 따라 세포 
사멸과 연 된다.(14,18,29) 본 연구에서 ERK 활성화는 
MPA 10μM 투여 후 8시간과 24시간에 증가되었고, gua-
nosine 500μM에 의하여 회복되었다(Fig. 5). 반면에 ERK 억
제제는 MTT와 caspase-3 분 에 향을 미치지 못하 기 
때문에 MPA에 의한 ERK 활성화 증가가 직 으로 세포
사멸에 련되기보다는 caspase와는 무 한 MPA 의존 인 
신호 달에 련되어 있음을 시사하고 있다(Fig. 8). 
  p38 MAPK와 JNK 활성화는 일반 으로 세포 사멸을 유
발하는 것으로 알려져 있다. 하지만 ERK가 세포 생존에만 
여하지 않듯, 세포와 조직의 종류  자극에 따라 다양한 
생리 상과 련되어 있다.(16,29) 본 실험에서는 p38 MAPK
와 JNK 모두 MPA 10μM 투여 후 활성화가 증가하 고 외
부에서 guanosine을 투여한 후 JNK 활성화가 감소된 것으로 
보아 MPA에 의한 p38 MAPK 활성화도 IMPDH 의존 임을 
확인할 수 있었다(Fig. 6). p38 MAPK 억제제는 MTT와 
caspase-3 분 을 증가시켜 p38 MAPK 증가가 직 으로 
세포 사멸보다는 세포 생존에 일부 여함을 시사하 다
(Fig. 8). 
  JNK 활성화는 MPA 투여 후 증가되어 guanosine에 의하
여 회복되었고(Fig. 7), JNK 억제제는 MTT와 caspase-3 분  
감소를 유발하 다(Fig. 8). JNK는 세포 사멸에서 caspase-3
와 caspase-9 활성이 련된 intrinsic pathway에 여하며 하
 기작으로 Bax 증가와 Bcl-2 family 감소를 유발하여 
mitochondria로부터 세포질로 cytochrome c 배출을 유도한
다. 이후 caspase-9을 증가시키고 최종 으로 caspase-3의 증
가로 세포 사멸을 유도하는 기 에 여한다.(15,30) Huo 등
(9)은 MPA에 의한 HIT-T15 세포의 사멸에서 mitochondria
로부터 세포질로 cytochrome c 배출을 보고한 바가 있다. 따
라서 MPA가 유도한 IMPDH 의존 인 세포 사멸에서 JNK 
활성화에 의한 caspase 활성이 요하게 여함을 시사하는 
것이다. 한 Z-VAD-FMK가 MPA에 의한 세포 사멸을 유
의하게 억제한 결과는 caspase의 요성을 다시 한번 확인
하는 것이다. 그러나 JNK 억제제로 MTT의 양과 caspase-3 
분 이 일부 회복되는 것으로 보아 MPA에 의한 세포 사멸
에서 caspase 의존 인 경로가 일부 여하며 다른 유기
인 기 들의 복합 인 작용으로 인하여 세포 사멸이 유발
됨을 추론할 수 있다. 
결      론
  본 연구결과 MPA는 췌도세포주인 HIT-T15 세포에서 
IMPDH 의존 인 경로로 ERK, p38 MAPK  JNK 활성화
를 증가시키지만, ERK와는 무 하게 p38 MAPK는 세포사
멸보다는 세포생존과 련하여, 그리고 JNK 의존 인 caspase- 
3 활성화를 통하여 세포사멸을 유발함을 보여주고 있다. 본 
연구를 통해 MPA에 의한 췌도세포 사멸에서 JNK와 caspase 
활성화가 요함이 밝 짐에 따라, 향후 췌도이식에서 JNK
와 caspase 활성화의 억제로 이식편 손상을 최소화할 수 있
는 방법의 개발이 필요하다고 생각된다. 
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